The current manuscript describes the advantages of ionic liquids and lipases (enzymes) association towards a clean biodiesel. Acidic and basic catalytic processes, as their technological drawbacks are discussed herein. The main interaction between such enzymes and ionic liquids are presented for a better understanding of the improvement on the catalytic activity of lipase enzymes when these biocatalysts are supported on an ionic media. Selected examples of recent scientific literature are described to show the promising and powerful combination towards a clean biodiesel synthesis.
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Introdução
As questões relativas ao uso e a geração de energia são, cada vez mais, assunto de muitos debates, controvérsias, crises e preocupações.
1,2 A geração de energia nos seus primórdios baseava-se na força de animais e humanos e em recursos naturais como vento, água e carvão vegetal. O melhor aproveitamento do uso do carvão vegetal pelos ingleses levou a invenção e popularização da máquina a vapor e deu início a Primeira Revolução Industrial. Durante muito tempo o carvão foi à principal fonte de energia. Com a descoberta do petróleo, os "fornos à vapor" foram sendo substituídos por motores de combustão interna acionados por sistemas de ignição, e a queima deste combustível é até hoje dominante no mundo. Com o aumento crescente da população mundial e, em consequência, das necessidades de transporte, a queima de combustíveis fósseis aumentou significativamente a emissão de gases poluentes, e estudos recentes apontam que estes gases são responsáveis pelo aumento da temperatura do planeta, desgelo das calotas polares, extinção de algumas espécies marinhas, diminuição excessiva do pH das chuvas (chuvas ácidas), alteração de correntes marinhas e do surgimento e agravamento de doenças respiratórias crônicas. [3] [4] [5] Uma das soluções para enfrentar a crise energética mundial, com grande aceitabilidade, é o desenvolvimento de fontes renováveis de energia. Um exemplo atual é a utilização do bicombustível (e.g. biodiesel) como substituto do diesel, hoje, parcialmente, mas com perspectiva de substituição total. Os óleos vegetais são extremamente eficientes em processos de combustão, o que é sabido desde 1900. Rudolf Diesel testou em seu motor (denominado motor a diesel) o petróleo bruto e o óleo de amendoim. Em ambos os casos, o motor funcionou, porém, naquela época o petróleo era a alternativa mais viável do ponto de vista econômico, pois suas fontes pareciam, a princípio, inesgotáveis. 6 Entre os biocombustíveis utilizados atualmente, 7 destacam-se o etanol e o biodiesel. 8 [12] [13] O processo que utiliza catálise ácida requer considerável excesso de álcool para obtenção do produto em alto rendimento. Em contrapartida, a catálise básica favorece reações de saponificação, o que dificulta a purificação dos ésteres formados. Em ambos os casos, pode-se observar corrosão nos reatores, provocada pelo meio altamente básico ou ácido, e grande quantidade de água é necessária para a purificação dos ésteres. 14 O excesso de água gera grandes quantidades de rejeitos com pH inadequado para o descarte e uma elevação significativa no custo do tratamento dos resíduos. Na Bélgica foi depositada a primeira patente mundial relacionada à etanólise de óleo vegetal (no caso dendê), a qual utilizava bases fortes de Bronsted como catalisadores, como: hidróxidos e alcóxidos de metais alcalinos. 15 Um fato relevante a ser destacado é que este sistema catalítico não pode ser aplicado ao se trabalhar com óleos e gorduras com alto índice de acidez, ou alta concentração de ácidos graxos livres, devido ao favorecimento da reação indesejável de saponificação, que consome o catalisador e gera sabões em grandes quantidades, levando a formação de emulsões estáveis que dificultam a separação e purificação do biodiesel, sendo essa a principal limitação do sistema catalítico patenteado. Os ácidos fortes de Bronsted foram propostos inicialmente nos Estados Unidos, 16 sendo os principais exemplos os ácidos sulfúrico, fosfórico, clorídrico e organossulfônicos. Os ácidos de Bronsted são preteridos na indústria por serem muito agressivos para os equipamentos, causando um desgaste mais rápido e, por isso, exigindo maiores investimentos e encarecendo o produto, e também por possuírem atividades até 4000 vezes inferiores às dos catalisadores básicos. 17 Tendo em vista todos os aspectos apresentados bem como suas dificuldades inerentes, a catálise usando ácidos de Lewis ou organometálicos tornou-se, naturalmente, a melhor opção para a produção de biodiesel. 
Enzimas e a Classe das Lipases
Enzimas são proteínas capazes catalisar reações biológicas para viabilizar a manutenção e desenvolvimento de células. As proteínas são formadas por ligações amídicas peptídicas entre aminoácidos, e as cadeias podem conter centenas ou até milhares de aminoácidos. A interação entre aminoácidos de diferentes posições da cadeia levam à formação de uma estrutura terciária (Figura 2), cuja integridade é importante para preservação da atividade catalítica destas enzimas. 25 [35] [36] Processos de síntese do biodiesel também podem envolver o uso de líquidos iônicos, fluídos supercríticos, combinações de ambos e mesmo processos de pirólise, 33, [38] [39] [40] visando desta forma, a superação dos problemas apresentados por processos puramente ácidos ou alcalinos. 21, 35, [40] [41] Neste sentido, uma alternativa viável é utilizar a transesterificação enzimática.
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A transesterificação neste processo ocorre através do uso de lipases, enzimas amplamente utilizadas em reações em meio aquoso e não aquoso, sendo uma das classes de enzimas mais importantes em processos biotecnológicos.
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Lipases
As lipases (Triacilgliceril-hidrolases, E.C. 3.1.1.3 -Figura 3) desempenham importante função na natureza, a de metabolizar gorduras, uma das principais fontes de energia para os seres vivos. O substrato natural dessas enzimas são os triglicerídeos, porém elas podem catalisar a síntese ou a hidrólise de outros ésteres de ácidos graxos. 43 As lipases podem catalisar reações de hidrólise, alcoólise, acidólise, esterificação e transesterificação. 37 As lipases podem ser encontradas em tecidos de animais e plantas, podendo também ser produzidas por microorganismos. A escolha da fonte de lipases para aplicações industriais deve levar em consideração a possibilidade de utilização de mono-, di-e triglicerídeos, a utilização de ácidos graxos livres, baixa inibição pelo produto, alta atividade em meio aquoso e não-aquoso, potencial de utilização continuada, estabilidade frente a agentes distorcionantes e.g. temperatura e o uso de solventes. 42, 44 Figura 3. Representação tridimensional da enzima lipase B da Candida antarctica. Estrutura obtida por raios-X disponível no PDB (Protein Data Bankhttp://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) sob a identificação PDB ID 1TCB A utilização de lipases como catalisadores permite a execução de processos em condições mais suaves de reação com excelente controle e eficiência do processo. 45 Além disto, não é raro o caso em que lipases apresentam substancial atividade em solventes quase anidros, com manutenção de sua estabilidade e atividade sob grandes variações de condições experimentais. 46 Com base nas características de lipases de diferentes fontes é possível observar fortes variações em suas propriedades físicas e químicas. A massa molecular de lipases é função do tipo de lipase e pode variar de 19,4 kDa até valores superiores a 300 kDa. 47 A temperatura ótima de atividade de cada lipase é relacionada com a fonte natural destas enzimas. Ou seja, é possível observar lipases que atuam em temperaturas ótimas de atividade desde 4 ºC (organismos psicrófilos) 48 até temperaturas acima de 100 ºC (organismos extremófilos e hipertermófilos). 49 A aplicação de lipases em muitos processos industriais deve-se a sua seletividade e especificidade. [41] [42] [50] [51] A seletividade consiste na capacidade da enzima distinguir entre dois ou mais substratos diferentes, 52 e a especificidade pode ser entendida como a capacidade que a enzima tem de gerar um único produto a partir de um determinado substrato, sendo que algumas enzimas podem gerar diferentes produtos a partir de um substrato.
Mecanismo de Ativação para Lipases e a Transesterificação
Lipases de diferentes fontes têm estruturas terciárias diferentes de modo a atingir um melhor desempenho catalítico. Muitas lipases, quando são dissolvidas em água, assumem, eventualmente, duas estruturas distintas: uma fechada (inativa) e outra aberta (ativa), predominando a forma inativa. Na forma inativa, o sítio ativo da lipase está coberto por uma cadeia de aminoácidos, chamada "tampa". Na presença A afinidade de lipases por superfícies hidrofóbicas é utilizada para purificação destas enzimas. Geralmente, durante o cultivo de micro-organismos para produção dessas enzimas, elas são excretadas para um meio contendo centenas de moléculas diferentes (contaminantes). Ao se adicionar um adsorvente hidrofóbico (partículas sólidas hidrofóbicas) no meio contendo as enzimas lipases e contaminantes, somente as lipases serão aderidas ao adsorvente, obtendo-se assim, esta enzima com elevado grau de pureza. [58] [59] Outro Uma glicina (Gly) e uma alanina (Ala) participam da ativação do grupo C=O que irá sofrer a reação de esterificação ou transesterificação próximo ao sítio catalítico da lipase (no caso a Candida rugosa). Uma vez que o substrato encontra-se ativado, um mecanismo concertado e em equilíbrio acontece, conforme indicado no Esquema 1, indo de "A" para "B". Na etapa consecutiva ("B" para "C") a porção álcool (ou água, quando R 1 = H) do substrato é eliminada, e o mesmo permanece covalentemente unido no sítio catalítico da enzima. Após, o subproduto formado (R 1 -OH) é trocado pela nova porção alcoólica que se deseja inserir no substrato (R 3 -OH), a qual se encontra, normalmente, em excesso no meio de reação. Considerando que o processo acontece em equilíbrio, a liberação do produto acontecerá no caminho inverso ao indicado (D → C → B → A).
Aplicações de Lipases
A busca por tecnologias de produção de baixo custo e ambientalmente favoráveis despertaram o interesse mundial para o desenvolvimento de processos utilizando biocatalisadores em áreas como química fina, farmacêutica, alimentos, têxtil, detergentes, biocombustíveis e agroquímica. [62] [63] [64] As lipases, neste contexto, aparecem como um dos principais biocatalisadores utilizados na produção de ésteres, ácidos, alcoóis e outros compostos obtidos por rotas químicas mais dispendiosa. 33 A literatura que destaca a aplicação de lipases em síntese e modificação do biodiesel, bem como as diferentes estratégias para melhora de suas atividades e estabilidades, vem aumentando significativamente. Atualmente, esta é uma das aplicações mais promissoras para lipases relacionadas à tecnologia limpa e sustentável de biocombustíveis, como será discutido neste artigo.
Lipases Aplicadas à Síntese de Biodiesel
Por todo o apelo ecológico e grande potencial catalítico das lipases, elas vêm sendo testadas sobre diferentes condições para obtenção de biocombustíveis, em especial o biodiesel. Diversos trabalhos podem ser encontrados na literatura científica explicando as diferentes estratégias utilizadas para melhorar a atividade catalítica e o rendimento de obtenção do biodiesel através do uso de lipases. Por todos estes atrativos, as pesquisas com lipases para a obtenção de biodiesel, em especial, estão entre os destaques para a busca por tecnologias mais limpas e atrativas. Em todo este contexto, os líquidos iônicos são de grande valia para a superação de inúmeros obstáculos tecnológicos, como discutiremos na próxima seção.
Líquidos Iônicos e Enzimas
Os líquidos iônicos (LI) são hoje uma das classes de compostos mais promissoras para se promover processos que atendam os princípios da Química Verde. Os LI mostramse excelentes substitutos para os solventes orgânicos clássicos, com o diferencial de possuírem a possibilidade de moldagem de acordo com as necessidades da reação. [72] [73] Igualmente, LI são cada vez mais utilizados na Indústria Química em geral. 74 Apesar de ainda haver muita discussão na literatura sobre a real definição dos LI, existe um conceito mais amplo que parece ser consenso entre os especialistas neste assunto: LI são substâncias eletrolíticas líquidas, a temperaturas abaixo de 100 ºC, constituídos exclusivamente por íons. 72, [75] [76] Essas substâncias têm atraído um grande interesse, pois possuem características físico-químicas únicas que as tornam um meio extremamente atrativo, 73 como: 82 contribuindo, por esse motivo, para a estabilização de estados de transição enzimáticos polares e atenuando eventuais distorções conformacionais causada pela desidratação da enzima, fatores esses que influenciam diretamente no aumento da atividade enzimática. Entretanto, deve-se tomar cuidado ao se associar a estabilidade de enzimas exclusivamente ao efeito de LI, pois a mesma pode ser inerente à sua estrutura natural, ou seja, pelo enovelamento característico de suas estruturas terciárias (e/ou quaternárias).
O interesse no estudo de enzimas em soluções contendo sais é bastante antigo e importante, principalmente se considerarmos que o meio natural destas proteínas é repleto de sais. 80 Sendo assim, a análise das interações iônicas e eletrostáticas em enzimas se faz fundamental para o entendimento de seu comportamento em sistemas biológicos. Os termos "salting in" e "salting out" surgiram deste estudo. Percebeu-se experimentalmente que ao se adicionar pequena quantidade de um sal a uma solução contendo enzimas os íons formados na dissociação do sal interagem com as proteínas diminuindo as interações enzima-enzima e, consequentemente, aumentando a solubilização. Esse fenômeno foi denominado "salting in". À medida que a concentração do sal aumenta na solução aquosa enzimática, a água passa a interagir mais fortemente com os íons formados, devido à solvatação preferencial. Isso leva à maior interação enzima-enzima e diminuição da interação com a água, ou seja, a solubilidade diminui, provocando a precipitação em processo conhecido como "salting out". 72 Ao se discutir a estabilidade de enzimas em LI, os chamados "efeitos de Hofmeister" são fatores importantes a serem considerados.
Ao perceber que o comportamento das enzimas frente a alguns íons seguia um padrão, Franz Hofmeister, em 1888, construiu uma série de cátions e uma de ânions que previa a estabilidade juntamente com a solubilidade ou a precipitação das enzimas em solução. Os Esquemas 2 e 3 ilustram o seu trabalho, que hoje é chamado de série de Hofmeister. A série de Hofmeister reflete fatores intrínsecos como estabilidade térmica, atividade catalítica enzimática (a qual é expressa atualmente como "Turnover number"), 83 cristalização, interação com a água e outros. Neste sentido, a presença de íons em solução tem um reflexo direto na estabilidade da enzima, seja um efeito benéfico ou contrário à sua estabilidade. O Esquema 2 representa antes de "||" a ordem decrescente da capacidade de estabilização enzimática de alguns ânions. Após "||" encontra-se a ordem decrescente dos ânions que desestabilizam a estrutura enzimática em solução. Esquema 2. Ordem decrescente de estabilização (antes da "||") e desestabilização (depois da "||") da estrutura enzimática gerada por alguns ânions O Esquema 3, por sua vez, representa antes da "||" a ordem decrescente da capacidade de estabilização enzimática de alguns cátions. Após a "||" representa a ordem decrescente dos cátions que desestabilizam a estrutura enzimática em solução.
Esquema 3. Ordem decrescente de estabilização (antes da "||") e desestabilização (depois da "||") da estrutura enzimática gerada por alguns cátions Entretanto, a série de Hofmeister não foi, ainda, totalmente discutida, principalmente no contexto dos LI, uma vez que não foi explicado como tais ânions e cátions ajudam na estabilização enzimática. Uma forma mais completa de se entender o comportamento das enzimas frente aos íons é analisando os mesmos quanto à sua caotropicidade (originalmente classificado como um desestabilizante da enzima) e/ou cosmotropicidade (que estabilizam a enzima). Essas definições descrevem a interação dos íons com a água e como elas influenciam o equilíbrio da mesma em alta ou baixa densidade, bem como seus efeitos diretos na estabilização enzimática. Considerando-se os LI, já se sabe que os mesmos sofrem grandes desvios da série de Hofmeister, em especial considerando-se os cátions.
De forma ampla, íons cosmotrópicos possuem uma elevada densidade de carga e, sendo assim, interagem fortemente com a água, enfraquecendo as interações água-água e solubilizando-se brandamente na solução. Ao contrário, íons caotrópicos normalmente possuem uma baixa densidade de carga e, por esse motivo, interagem mais fracamente com a água. Sendo assim, mostram uma tendência menor a solvatação estando, portanto, mais desnudos para estabelecerem uma maior interação desestabilizante com as enzimas.
A chamada água estruturada (aw), responsável pela manutenção mínima da estrutura terciária e atividade da enzima, desempenha um papel fundamental para os processos biocatalisados. Este parâmetro pode ser entendido como a quantidade mínima de água necessária para a manutenção da atividade da enzima. Estudos de estabilização de enzimas em LI evidenciaram que alguns destes sais fundidos são mais eficientes em acondicionar enzimas, pois estabilizam cineticamente a enzima mantendo sua atividade catalítica elevada por mais tempo mesmo em condições drásticas (150 ºC), 84 85 Ânions capazes de fazer ligações de hidrogênio fortes (e.g. lactato) podem causar uma dissociação das mesmas nas estruturas terciárias e secundárias (em especial em folhas  e -hélices), modificando assim a enzima. No Esquema 4, vemos um exemplo da ação do ânion lactato modificando a estrutura enzimática.
Esquema 4. Representação esquemática simplificada de ligações de hidrogênio em estruturas secundárias do tipo folha β e a interferência do ânion lactato desestabilizando a estrutura secundária O efeito do cátion, por sua vez, é bem mais complexo do que o do ânion, em especial para os imidazólios. Entretanto, a presença de ligações de hidrogênios nanoestruturadas na região de interação com a enzima e devido às regiões polares e não polares, podem ser responsáveis pela manutenção da estrutura da enzima e, por consequência, da sua atividade. 76 A presença de cátions imidazólios, entretanto, apesar de comumente estabilizarem a enzima, podem alterar a sua estrutura secundária. Em alguns casos, foram observadas mudanças de -hélices para folhas .
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Tendo em vista o aspecto "verde" atribuído às reações catalisadas por enzimas, [29] [30] o fato de LI serem ecologicamente amigáveis, 75 bem como o incremento da atividade catalítica comumente proporcionado pelos LI às enzimas, [72] [73] [74] [75] 80 a junção dos mesmo se torna incrivelmente atrativa do ponto de vista da sustentabilidade. Além disto, atraindo grande interesse por parte da indústria química, em especial visando à obtenção de biodiesel, apesar de ainda não haver indústrias produzindo biodiesel por rotas enzimáticas. Uma das aplicações desses sistemas catalíticos tão promissores será discutido na seção seguinte.
Síntese Enzimática de Biodiesel em Líquidos Iônicos
Por todos os efeitos e propriedades promissoras dos LI e, por todas as vantagens de se utilizar enzimas lipases como biocatalisadores, nada mais lógico do que a combinação sistemática de lipases e LI na busca de um biodiesel mais limpo e produzido com maior eficiência. Além disto, lipases também podem ser utilizadas para modificação do biocombustível e não apenas para a sua síntese.
Os LI agem como um suporte eficiente da enzima nano-organizando o sistema. Quando os meios de suporte são solventes orgânicos convencionais, as reações não alcançam altos rendimentos uma vez que a glicerina formada se acumula ao redor da enzima ocasionando sua desativação no decorrer do tempo. 87 O Esquema 5 mostra o processo para se utilizar as enzimas na produção do biodiesel suportadas em LI.
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Esquema 5. Etapas de processamento das enzimas para serem utilizadas na produção de biodiesel Lipases são, sabidamente, caras. Comparadas aos outros métodos de catálise e quando utilizadas sem um meio de suporte na produção de biodiesel não é possível a sua recuperação, 82 o processo passa a ser ainda mais inviável economicamente. Em 2008, Yu e colaboradores citaram que a produção mundial de biodiesel catalisada por enzimas é apenas de 20.000 toneladas. 89 A baixa utilização deste método é explicada pelo fato de que meios de suporte (ou de imobilização) adequados para enzimas ainda estarem em fase de estudo. Dentre os suportes para as lipases, com certeza, os LI estão entre os mais promissores. Sendo assim, observa-se que muitos artigos publicados recentemente, analisam a associação destas enzimas com LI, com o objetivo de entender como o sistema é organizado e de que forma contribui para o aumento do rendimento, além do processo altamente desejável de recuperação da enzima. Uma das principais vantagens citadas por todos os autores é a possibilidade de reciclo do sistema catalítico, sem com isso, se perder a atividade catalítica. Entretanto, como bem frisado, é a possibilidade e não a certeza do reciclo. Observou-se um comportamento distinto dependendo do ânion do LI (Esquema 7).
Esquema 7.
Comportamento enzimático em diferentes líquidos iônicos imidazólios na reação de epoxidação do oleato de metila com nove lipases suportadas no meio iônico Em algumas condições observou-se a formação do produto di-hidroxilado (DIOL) como resultado da abertura do anel epóxido. Com a utilização de um LI hidrofílico (BMI.BF 4 ) observou-se o melhor rendimento para o EMO (≈ 90 %) na primeira hora de reação, sendo que nos LI hidrofóbicos (BMI.PF 6 e BMI.NTf 2 ) a reação na primeira hora não mostrou um rendimento tão alto, apesar dos resultados terem sido muito bons. O Esquema 7 também ilustra o diferente comportamento das enzimas testadas com os LI hidrofóbicos.
Conclusões e Perspectivas
Uma das principais vantagens em se utilizar a catálise enzimática em LI, além da excelente estabilização que este meio de reação promove em diferentes enzimas, é a possibilidade de reciclo. Esse fato é extremamente interessante do ponto de vista industrial, econômico e ecológico. Sem dúvida, a utilização dos LI para processos enzimáticos é extremamente promissora, apesar de ainda existirem muitos impedimentos tecnológicos associados a tais processos.
Observa-se, também, a necessidade de se estudar mais profundamente as interações entre as enzimas e os LI, em especial para se entender mais claramente o que de fato contribui para estabilização enzimática e, consequentemente, se visar uma abordagem no sentido do aumento da atividade catalítica.
Por todos estes motivos, a combinação de LI e enzimas permite que se possa vislumbrar um futuro energético mais limpo e com uma síntese de biodiesel sem todos os problemas comumente associados nas diferentes formas de catálise, principalmente a ácida e a básica. Tal tecnologia caminha, ainda, lentamente quando comparada com a catálise organometálica, mas já começa a andar com passos largos. 
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